




る。1970 年に Streptomyces purpeofuscus から単離されたヒドラジド構造を有するジペプチド様抗
生物質、(+)-Negamycin（1）もリードスルー活性を有する化合物の一つである。
	 これまでに著者らは、(+)-Negamycin（1）からの誘導により、3-epi-Deoxynegamycin（2）およ
び Leucyl-3-epi-deoxynegamycin（3）が 1 よりも高いリードスルー活性を有することを見出した















を目的として、出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae を用
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a)  Relative readthrough activity as compared to control (= 1). 
Compounds : 200 µM, Cell : COS-7 
いた遺伝学的解析研究を実施した。 
 









炭素鎖長の変更および 2) α− アミノ酸への変換に関する誘導体の設計、合成を実施した。さらに、
3)得られた高活性誘導体の末端カルボン酸をエステル構造、アミド構造へ変換した誘導体の設
計・合成を実施した。合成誘導体については、COS-7 細胞を用いてリードスルー活性の評価を行
った。本評価系では、PTC (ナンセンス配列 : TGA)の前後にβ-galactosidase および luciferase 活性
発現配列を有するデュアルレポータープラスミドを用いた。両酵素の活性値を測定後、luciferase
活性値をβ-galactosidase 活性値で除した値をリードスルー活性値とし、化合物無添加コントロー












	  11b の活性向上のメカニズムを解明すること
















































27-68 % (2 steps)
 
Scheme 1. 
 Table 2.  
a Relative readthrough activity as compared to control (= 1). 
           Compounds : 200 µM, Cell : COS-7 
Structure





























































に至った。また、15 は 10 µM から 200 µM において濃度依存的な活性を示すことが明らかとなっ
た(Figure 3)。これは、最も高活性な天然由来リードスルー化合物であるアミノグリコシド G418
の活性をも凌ぐものであった。 
	 in vivo におけるリードスルー活性評価には、第 1 章でリードスルー活性評価に用いたデュア
ルレポータープラスミドを導入したトランスジェニックマウス(READ マウス)を用いた。生理食






性 を 有 す る こ と が 明 ら か と な っ た
(Figure 4)。さらに、B10 マウスの腹部
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第 3 章	 ネガマイシン作用機構解析に資する多剤超感受性
酵母株の構築と遺伝学的解析研究 





母でのリードスルー活性評価系の確立を目的として、12geneΔHSR のアデニン合成遺伝子 ADE2 
へ PTC 変異(TGA, TAG, TAA) の導入を行った。このナンセンス変異含有酵母株はアデニンが不
足した培地では赤色を呈するがリードスルーが起こると白くなることから、定性的に当該活性の
有無を判別可能である(Figure 5)。
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ン合成遺伝子 ADE2 へ各種 PTC 変異を導入した多剤超感受性酵母株の構築にも成功し、ネガマ
イシン誘導体のリードスルー活性発現メカニズムの解析に有用であることも示された。これらの
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シド G418(6)の活性をも凌ぐことを明らかとした。一方で 5は、in vivo評価において陰性対照群
と比較し有意なリードスルー活性を示すとともに、顕著な急性毒性を示さなかったことから、ナ
ンセンス変異性疾患の治療に有用な医薬品候補化合物となる可能性が示唆された。 
 第３章では、ネガマイシン誘導体の作用機構解析を目的として、出芽酵母 Saccharomyces 
cerevisiae を用いた遺伝学的解析研究を展開した。まず、出芽酵母でのリードスルー活性評価系を
確立すべく、多剤超感受性酵母株 12geneΔHSR のアデニン合成遺伝子 ADE2 に PTC 変異(TGA, 
TAG, TAA) を導入した。当該変異株では、アデニン不足培地では赤色を、リードスルーが起こる
と白色になることを意図した。実際に、ネガマイシン誘導体存在下では、白色への変化が観察さ
れ、リードスルー活性を定性的に評価できる酵母株の構築に至った。さらに、本酵母株を用いて、
ネガマイシン誘導体に対するリードスルー耐性株の単離に成功した。耐性株の全ゲノムシーケン
スから、約 20遺伝子に 1アミノ酸変異を含む種々の変異の挿入を確認した。殊に、ネガマイシン
の細胞内移送に関与するトランスポーター関連遺伝子が複数含まれており、該当遺伝子の破壊が、
ネガマイシン誘導体の細胞内導入の阻害に繋がることを確認した。以上のことから、本酵母株は
ネガマイシン誘導体の作用機構解析に有用であることが示唆された。さらに、本酵母株はネガマ
イシン誘導体に限らず、他のリードスルー化合物全般の作用機構解析にも応用可能であり、汎用
性を有する研究ツールとしても、今後当該分野の科学に貢献できるものである。 
 以上、濵田氏の博士学位申請論文は、難病を含む多くのナンセンス変異型遺伝性疾患を克服す
る新規化学療法の創出に繋がる有益な科学的知見並びに研究ツールの提供に繋がるものであり、
臨床薬学の基盤形成の観点から有意義な成果と貢献を果たした研究と言える。したがって、本論
文は、博士（薬学）の学位論文として相応しい内容を有するものと判断する。 
 
